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® Verfahren zur Identifizierung und/oder Isolierung spezifischer Molekule bzw. Molekulpopulationen 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Identifizierung 
und/oder Isolierung spezifischer Molekule bzw. Molekulpo- 
pulationen, das dadurch gekennzeichnet ist, da& man spezi- 
fische Eigenschaften und/oder Wechselwirkungen ausnutzt. 
Das erfindungsgemafte Verfahren ist hochempfindlich, es 
gestattet, jedes Molekul abzutrennen und zu isolieren und 
Molekulpopulationen mit seltenen Molekulen aufzuarbeiten 
und ist universell anwendbar; es gestattet in vorteilhafter 
Weise beispielsweise die Isolierung, Identifizierung Abtren- 
nung, Auftrennung differentiell expri mierter Gene. 
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Patentanspriiche 

I. Verfahren zur Identifizierung und/oder Isolierung spezifischer Molekule bzw Molekulpopulationen, 
dadurch gekennzeichnet, daB man spezifische Eigenschaf ten und/oder Wechselwirkungen "«utet. 

s 2. Verfahren gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB es sich be, den beteil.gte ' Motekuten bzw 
Molekulpopulationen urn Desoxy-Ribonukleinsauren und/oder Ribonukleinsauren und/oder Pro erne und/ 
oder Peptide und/oder organische und/oder anorganische und/oder anorgan.sch-organ.sche Substanzen 
oder Verbindungen oder dergleichen handelt. •!:»♦«,« MnioVnio <w 

3. Verfahren gemaB Anspruchen 1 bis 2, dadurch gekennzeichnet, daB d.e beteihgten Molekule erne 

in bestimmte und/oder beliebige Struktur besitzen. -„ AMtm 

4 Verfahren gemaB Anspruchen 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB die beteihgten Molekule mmdestens 

Twei^etm^nspvilchen 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB es sich urn eine nicht radtoaktrve 
und/oder radioaktive Markierung mit mindestens einem Marker und/oder mindestens einem Isotop han- 

tverfahren gemaB Anspruchen 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB eine Wechselwirkung zwischen 
MolekQlen verschiedener Substanzklassen und/oder gleicher Substanzklassen ausgenutztwird. 
T^VertSrgemaB Ansprfichen 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daB bestimmte (inharente) Molekule.gen- 

t^SSS^lS^ 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daB auf der Mo.ekulstruktur beruhende 

f$S^£S?£$£i bis 8, dadurch gekennzeichnet, daB die Basense q uenz(en) von Desoxyr. 
bonukleinsaufen und/oder von Ribonukleinsauren und/oder von Analoga oder dergleichen ausgenutzt w.rd 

l^Verfahren gemaB Anspruchen 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, daB die Wechselwirkung zwischen 
(bestimmten) Basensequenzen von DNA und/oder RNA mit gleichart.gen und/oder n.cht gle.chart.gen 
Molekiilen ausgenutztwird. 

II. Verfahren gemaB Anspruchen 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, daB man 

a) aus RNA-Population 1 (RNA,) und RNA-Population 2 (RNA 2 ) cDNA, und cDNA 2 herstellt 

b) cDNAi mit RNA 2 und cDNA 2 mit RNAi hybridisiert und 

c) dasHybridisierungsgemischauftrennt bzw.aufarbeitet 

12 Verfahren gemaB Ansprfichen 1 bis 1 1. dadurch gekennzeichnet, daB die Auftrennung nach doppelstran- 

^tSS^SS^iSX^ 13, dadurch gekennzeichnet, daB die abgetrennte einzelstrangige 
cDNA'durch geeignete MaBnahmen kloniert wird. 

15. Verfahren gemaB Anspruchen 1 bis 14, dadurch gekennzeichnet, daB 

a) die ss cDN A in ds cDNA ubergefiihrt wird 

b) die ds cDN A in ligierbare Form Ubergefiihrt wird und 

c) diese cDN A ligiert und transformiert wird. 

16. Verfahren gemaB Ansprfichen 1 bis 15, dadurch gekennzeichnet, daB die dscDNA in "blunt end" ds 
UV^SS^SStttpTiichtn 1 bis 16. dadurch gekennzeichnet. daB zur Ligation geeignete Vektoren 

ten eines und/oder mehrerer Verfahrensschritte mindestens zeitweise und/oder mindestens teiiweise in 
^SS^^S^adm 1 bis 18, dadurch gekennzeichnet, daB verschiedene Kombinationen von 

Verfahrensschrittenverwendetwerden. . v^u^cc^rirrp mit 

20. Verfahren gemaB Anspruchen 1 bis 19, dadurch gekennzeichnet^ daB einzelne Verf / hre ^ 
HUfe von in der Natur vorkommenden und/oder synthetischen und/oder beschnebenen AgenUen, Substan- 
zen, Katalysatoren, Enzymen und dergleichen durchgefuhrt werden. 

21 Verfahren gemaB Anspruchen 1 bis 20, dadurch gekennzeichnet, daB eme und/oder mehrere de 
Eigenschaften der Wechselwirkungen in den beaufschlagten Verbindungen und/oder Methoden und/oder 
Verfahrensschritten verkniipft bzw. kombiniert sind. _ 

22 Verfahren gemaB Anspruchen 1 bis 21, dadurch gekennzeichnet, daB Kompositionen und/oder Gem- 
sche und/oder verschiedene Verfahrensschrittkombinationen beaufschlagt bzw. angewendet werden. 

Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Identifizierung und/oder Isolierung spezifischer Molekule bzw. 
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Molekulare Genetik, R. Knippers, Thieme Stuttgart/New York 1982 

Molekular- und Zellbiologe, P. v. Sengbusch, Springer Berlin/Heidelberg/New York 1979 

Molecular Biology Of The Cell, Alberts Bray D„ Lewis J., Raff M., Roberts K., Watson J. D. Garland New 

York/London 1983 

Molecular Cell Biology, Darnell J., Lodish H., Baltimore D., Scientific American 1986 

Bei den Verfahren des Standes der Technik werden beispielsweise die gesamten RNA Molekule einer oder 
zweier verschiedener Gewebe oder Zellarten oder zweier verschiedener Zustande der gleichen Zellart in 
markierte cDNAs QbergefQhrt und Replika- Filter von genomischen oder cDNA Banken (differentiell) gescreent 
Eine weitere beschriebene Methode geht von zwei cDNAs, die aus zwei verschiedenen Gesamt- oder Poly 
A + -RNAs hergestellt werden, aus. Die so gewonnenen cDNAs werden jeweils mit der "entgegengesetzten" 
RNA-Population hybridisiert und anschlieBend werden die doppelstrangigen cDNA/RNA Molekule von den 
ein/clstriingigcn cDNA MolckOlcn getrennt. Mit dicscn "zustandsspezifischen" cDNAs werden anschlieBend 
Gen Banken gescreent. . 

Die Verfahren und Methoden des Standes der Technik weisen eine ungenugende Sensitivitat, Empfindlichkeit 
und Nachweiswahrscheinlichkeit auf. Sie gestatten lediglich die Isolierung von "hauhgen" oder nur zufallig von 
"seltenen" spezifischen Molekulen. Insbesondere ist die Hybridisierung beim Screenen der Gen Banken konzen- 
trationsabhangig und daher zu unempfindlich. 

Demgegenuber Hegt vorliegender Erfindung die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren zu liefern, welches hoch- 
empfindlich ist, welches es gestattet, jedes Molekul zu isolieren und Molekulpopulationen mit "seltenen" Mole- 
kulen aufzuarbeiten, und welches universell anwendbar ist 

Diese Aufgabe wird bei einem Verfahren der eingangs genannten Gattung erfindungsgemaB dadurch gelost, 
daB man spezifische Eigenschaften und/oder Wechselwirkungen ausnutzt 

Besondere Ausfuhrungsformen sind dadurch gekennzeichnet, 
daB es sich bei den beteiligten Molekulen bzw. Molekulpopulationen urn Desoxy-Ribonukleinsauren und/oder 
Ribonukleinsauren und/oder Proteine und/oder Peptide und/oder organische und/oder anorganische und/oder 
anorganisch-organische Substanzen oder Verbindungen oder dergleichen handelt, 
daB die beteiligten Molekule eine bestimmte und/oder beliebige Struktur besitzen, 
daB die beteiligten Molekule mindestens teilweise markiert sind, 

daB es sich urn eine nicht radioaktive und/oder radioaktive Markierung mit mindestens einem Marker und/oder 

mindestens einem Isotop handelt, . 

daB eine Wechselwirkung zwischen Molekulen verschiedener Substanzklassen und/oder gleicher Substanzklas- 

sen ausgenutzt wird, 

daB bestimmte (inharente) Molekuleigenschaf ten ausgenutzt werden, 
daB auf der Molekulstruktur beruhende Eigenschaften ausgenutzt werden, 

daB die Basensequenz(en) von Desoxyribonukleinskuren und/oder von Ribonukleinsauren und/oder von Analo- 
ga oder dergleichen ausgenutzt wird (werden), . . 

dafl die Wechselwirkung zwischen (bestimmten) Basensequenzen von DNA und/oder RNA mit g!eichartigen 
und/oder nicht gleichartigen Molekulen ausgenutzt wird. 

Weitere besondere Ausfiihrungsformen sind dadurch gekennzeichnet, 
daB man 

a) aus RNA-Population 1 (RNAi) und RNA-Population 1 (RNA 2 ) cDNAi und cDN A 2 herstellt 

b) cDNAi mit RNA 2 und cDNA 2 mit RNA t hybridisiert und 

c) das Hybridisierungsgemisch auftrennt bzw. aufarbeitet, 

daB die Auf trennung nach doppelstrangigen und einzelstrangigen Molekulen erfolgt, 

daB die Auf trennung durch Hydroxylapatit-Saulenchromatographie erfolgt, 

daB die abgetrennte einzelstrangige cDNA durch geeignete MaBnahmen kloniert wird, 

daB 

a) die ss cDNA in ds cDNA QbergefQhrt wird 

b) die ds cDNA in ligierbare Form QbergefQhrt wird und 

c) diese cDNA ligiert und transformiert wird, 

daB die ds cDNA in "blunt end" ds cDNA QbergefQhrt wird, 

daB zur Ligation geeignete Vektoren ggf s. nach Dephosphorylierung eingesetzt werden, 

daB eine und/oder mehrere Komponenten eines und/oder mehrerer Verfahrensschritte mindestens zeitweise 

und/oder mindestens teilweise in immobilisierter Form vorliegt, 

daB verschiedene Kombinationen von Verfahrensschritten verwendet werden, 

daB einzelne Verfahrensschritte mit Hilfe von in der Natur vorkommenden und/oder synthetischen und/oder 
beschriebenen Agentien, Substanzen, Katalysatoren, Enzymen und dergleichen durchgefuhrt werden, 
daB eine und/oder mehrere der Eigenschaften der Wechselwirkungen in den beaufschlagten Verbindungen 
und/oder Methoden und/oder Verfahrensschritten verknupft bzw. kombiniert sind, 

daB Kompositionen und/oder Gemische und/oder verschiedene Verfahrensschrittkombinationen beaufschlagt 
bzw- angewendet werden. 

Die Erfindun? ermo^licht in soruntrhaft ^estei^erter Weise die Isolierung und/oder die Identifizierung SDezifi- 
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Das erfindungsgemaBe Verfahren bietet besondere Vorteile bei der isolierung/ldentifizierung differentiell 
exprimierter Gene. 

In den Rahmen der Erfindung fallen beispielsweise: 
Mehrfachhybridisierungen mit gleichen oder verschiedenen RNAs, Hybridisierungen von cDNAs mit Poly 
A + -RNAs zur Isoiierung von Poly A~- und regulatorischen RNAs, Interaktionen mit Proteinen, Hybridisierun- 
gen von DNAs mit DNAs und RNAs mit RNAs. Unter Molekulpopulationen versteht man ein Gemisch von 
Molekiilen vcrschiedener Struktur, Sequenz und ggfs. Lange, wobei jedes Einzelmolekul mindestens einmal 
vorhanden ist. 

So beschreibt die Fig. 1 ein Schema eines der moglichen erfindungsgemaBen Verfahren und Verfahrensan- 
wendungen. Dabei wird aus zwei verschiedenen Ausgangsmaterialien (z. B. stimulierte und unstimulierte, wach- 
sende und ruhende Zellen, alte und junge Zellen, differenzierte und nicht-differenzierte Zellen oder Gewebe 
oder Organe oder dergleichen) mit (+) und (— ) zur Unterscheidung gekennzeichnet) mittels einer geeigneten 
Methode (beispielsweise GTC-Methode (Guanidinthiocyanat- (Guanidin-RhodanidJMethode)) RNA gewonnen. 
Sodann wird die RNA entweder getrennt durch Chromatographic an einer Oligo dT-Saule oder sonstwie 
aufgetrennt und dann mit entsprechendem Enzym (Reverse Transcriptase) in cDNA flbergefuhrt (cDNA = 
complementary, copy DNA). 

Es ist auch moglich und manchmal vorzuziehen, direkt aus total RNA cDNA herzustellen. 

Diese cDNA wird mit "anderer" ("entgegengesetzter" RNA) oder einer sonstigen abzuziehenden Molekulpo- 
pulation zusammengebracht unter geeigneten Bedingungen (hybridisiert). Das entstehende Gemisch von 
cDN A — RN A-Hybriden und einzelstrangiger cDNA wird auf einer Hydroxylapatit-Saule aufgetrennt und 
mindestens die ss—cDNA gewonnen. 

Diese einzelstrangige (ss) cDNA wird in doppelstrangige (ds) cDNA ubergefuhrt mit geeigneten Mitteln, wie 
Polymerase oder Reverser Transcriptase. Die Enden dieser ds-cDNA werden in ligierbare Form ubergefuhrt 
("End-Polishing"), beispielsweise mitteis T4 DNA Polymerase und/oder S 1 Nuclease und/oder Mung Bean 
Nuclease oder dergleichen. Die so aufbereitete ds— cDNA wird in einen geeigneten Vektor (Plasmid, Phage, 
Cosmid, Virus, Shuttle Vektor oder dergleichen, der gegebenenfalls in geeigneter Weise vorbereitet wurde, wie 
Dephosphorylierung, Linkeraddition etc.) ligiert und in kompetente Zellen, eigens vorbereitete und/oder modifi- 
zierte E. coli Stamme oder dergleichen transformiert Die transformierten Zellen werden unter geeigneten und 
Selektionsbedingungen gezuchtet (ggf. auf Platten) und die Kolonien, Plaques oder sonstige resultierende Zellen 
(nach Selektion oder mittels markierter Proben) identifiziert und isoliert 

Die Fig. 2 zeigt in schematischer Form die Ablaufe zur Isoiierung von Poly A- und regulatorischen RNAs. 
Dabei wird, wie beim Schema der Fig. 1 aus RNA (ss) cDNA hergesteilt Nach Hybridisierung mit "anderer* 
RNA und HAP-Saulen-Trennung wird die (ss) cDNA mit "anderer 1 * oder "gleicher" Poly A + RNA hybridisiert 
Diese Hybridisierung kann auch gleichzeitig oder unmittelbar anschlieBend an die erste Hybridisierung erfolgeiL 

Danach erfolgt (wieder) eine Auftrennung an einer Hydroxylapatit-Saule. 

Die so isolierten (+) bzw. (— ) cDNAs entsprechen Poly A- und regulatorischen RNAs und dergleichen, die 
zur weiteren Charakterisierung wie gemaB Schema der Fig. 1 weiter bearbeitet werden. 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung liegt weiterhin, auf einer oder mehreren Stufen die an diesem Punkt 
vorhandenen Molekule und dergleichen mit Reagenzien und/oder Substanzen und/oder Methoden und/oder 
Mitteln zu beaufschlagen, dergestalt, dafl eine und/oder mehrere Molekulspezies und/oder Molekule und/oder 
Molekulpopulationen spezifisch in Wechselwirkung treten bzw. modifiziert bzw. umgewandelt werden. Bei- 
spielsweise konnen DNA- und/oder RNA-Molekule und/oder Proteine und dergleichen methyliert, hydrolysiert, 
gespalten, abgebaut, synthetisiert und dergleichen werden. Diese Beaufschlagung ist gegebenenfalls MotekGl-, 
Molekulstruktur-, Sequenz-, Nukleotid-, Primarstruktur-, Sekundarstruktur-, Tertiarstruktur-, Quartarstruktur- 
spezifisch, wie beispielsweise single-strand-spezifische Binde-Proteine (RNA und/oder DNA, ss und/oder ds), 
RNA spezifische Hydrolyse fiir Enzel- und/oder Doppelstrange, DNAse(n) (einzel- und/oder doppelstrang-spe- 
zifische), Methylasen, modifizierende Enzyme, interkalierende Agentien, fragmentierende Agentien, modifizie- 
rende Agentien und/oder (Teil-) Kombinationen dieser Agentien und/oder dergleichen. Weiterhin liegt es im 
Rahmen der vorliegenden Erfindung auf einer oder mehreren Stufen unspezifische und/oder spezifische Synthe- 
sen zu bewirken, beispielsweise bei der Herstellung des ersten und/oder zweiten DNA-Stranges und/oder bei 
der Herstellung eines ersten und/oder zweiten RNA-Stranges und dergleichen. Dies kann durch spezifisches 
und/oder unspezifisches "Primen" und/oder durch Einstellung/Wahl geeigneter Reaktionsbedingungen bewirkt 
werden. Damit konnen spezifische und/oder unspezifische (Sub-) Populationen hergesteilt und/oder angerei- 
chert werden. Diese Molekulpopulationen und/oder Gemische konnen dann zur spezifischen Auftrennung 
und/oder Umsetzung entsprechend, beispielsweise wie oben ausgefuhrt beaufschlagt und/oder bearbeitet wer- 
den. 

Die Fig. 3 stellt in beispielhafter schematischer Form die Wechselwirkungen zwischen einer Molekiilart, 
beispielsweise einem Protein und/oder einer DNA und/oder einer RNA und einer anderen Molekiilart, bei- 
spielsweise DNA und/oder RNA, sowie Folgeschritte dar. Es konnen auch Molekulpopulationen dementspre- 
chend erfindungsgemaB eingesetzt werden. 

Dabei wird Gesamt-DNA in Fragmente zerlegt (Restriktionsenzyme, chemisch, mechanisch, physikalisch etc) 
und mit einem vollig oder partiell aus Zellen, Gewebe oder dergleichen aufgereinigten Protein beaufschlagt 
Nach entsprechender Inkubation werden die aufgrund von Wechselwirkungen entstehende DNA-Protein-Kom- 
plexe von freier DNA abgetrennt. Aus den DNA-Proteinkomplexen wird die DNA gewonnen und nach Ober- 
fuhrung in ligierbare Form, wie beispielsweise oben ausgefuhrt oder auf andere geeignete Weise, in eine 
Ligation mit einem geeigneten Vektor eingebracht, in kompetente Zellen transformiert, ausplattiert und in 
geeigneter Weise isoliert Eine iinH/orW mpKrprp ifnmnAnonto« ji^**- a u^i — *- -•- • • 
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Durch Kombination der verschiedenen Verfahrensschritte und/oder Sequenzen bzw. Teilen davon ist es 
beispieisweise moglich, bestimmte cDNA-"Gene" zu identifizieren und /oder zu isoheren ggfs genomische 
Sequenzen zu identifizieren und/oder zu isoheren. Proteine herzustellen (Expressions-Systeme) und weitere 
interagiernde DNA- und/oder RNA-Sequenzen zu isolieren. Dabei konnen beispieisweise auch Antikorper 
(geeen Proteine und/oder Peptide und/oder DNA und/oder RNA) eingesetzt werden. 

Auch "differentielles Foot-Printing" kann durch eine Kombination von erf indugnsgemsiBen Schritten durchge- 

^E^rSche (Weiter-) Verarbeitungsmethode fOr gewonnene cDNA ist im Folgenden beschrieben Im 
Folgenden ist in schematischer Weise die Reaktionsabfolge zur Isoherung un ^ od ?r 

und/oder RNA-Sequenzen, welche "Open Reading Frames (ORFs) darstellen, geschildert Dabei wird beispiels- 
weise eine A-Phagen DNA mit einer "Frame-Shift-Mutation" in einem geeigneten Gen (z. B.: das ; lac Z Oenj 
versehen. Eine der oben gewonnenen cDNA-Populationen wird mit diesem Vektor hgiert Dabei hebt statistisch 
iedes 18te ORF die Mutation wieder auf. Dann wird in einen geeigneten Wirt transformiert und bei geeigneter 
Temperatur z. B. auf Minimalmedium Platten, welche als einzigen Zucker Lactose i enthalten gezuchtet, wobei 
nur Hybridmoiekule, die die "Frame-Shift-Mutation restauriert haben, enthaltende Zellen wachsen konnen. Eine 
Induktion der Phagen Iiefert Plaques zur Isolierung entsprechender Klone. 

Zur Erlauterung der biochemischen Grundoperationen, Begnffe und Anghzismen wird auf die zum Stand der 
Technik angegebene Literatur und dort zitierte Literatur, sowie auf angegebene Lehrbucher verwiesen. 

Die folgenden Beispiele stellen keine Einschrankung der vorhegenden Erfindung dar. 



Beispiele 
Nick Translation 

25 Materiaiien: Nick-Translations Puffer 10 x : 

0,5 M Tris-HClpH7,5 
100 mM MgCl 
10 mM DTT 



30 



35 



40 



50 



55 



DNA Polymerase I E. Coli 
DNAse 10 mg/ml 

Nukleotide: dATP, dTTP, dGTP, o^PdCTP 

NT-Mix: je 0,5 M dATP, dTTP, dGTP, Biogelsaule EDTA 250 mM 



Gesamtvolumen 20 jil 

— 5\i\ a^PdCTP in Speed Vac eintrocknen 

— 2 fil NT-Puffer zugeben 

— 3 jxl Nucleotid-Mix zugeben 

— X\i\ DNA zugeben (Plasmide 0,5 *ig, Genomisch 1 —2 jig) 

— X\s\ H 2 0 zugeben 

— 1 ill DNA-Polymerase 1 zugeben = 10 U 

— 1 p,l DNAse 1 : 100 000 zugeben 

— mischen 

45 — 1,5— 2 h bei 15° lassen 

— 2,4 \d EDTA 250 mM zugeben 

— auf Biogelsaule auftragen 

— Fraktionen & 400 nl nehmen 

— je 1 m-1 im Eppendorf Tscherenkov Strahlung messen 



Nucleotid-Mix: je 0,5 M dATP, dTTP, dGTP 
DNAse 10 mg/ml 1 : 100 000 in H 2 0 verdunnt 

Reparatur der ds DNA Enden ('End-polishing') 
Materiaiien: T 4 DNA Polymerase 1 U/jxl 



— 100 \l\ 2ter Strang Synthese Reaktion 

- 8 \il T 4 DNA Polymerase = 8 U 
60 — bei 15° > 6 Std. inkubieren 

- 0.1 Vol. LiCl 4 M zugeben 

- 3Vol.EtOH 

- bei —20° ON fallen 

— abzentrifugieren 20 min. Eppendorf 

— Pellet trocknen lassen 

— in 40 pJ H2O aufnehmen 
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c-DNA Synthese Iter Strang 



Materialien: 



Tris-HCI pH 8,5 2M 
MgCl 2 0,1 M 

NaCI 0 ( 5 M 



5 



Nucloetide: dATP, dTTP, dGTP, dCTP a^SdCTP 
Actinomycin D 
RNAsin 40u/uJ 
DTT 

Random Primer pd (N)6 
Reverse Transcriptase 

HCI 1 M 

NaOH 0,2 M 

NaAc 0,5 M 

SDS 1% 

Biogelsaule 
Szintillationscocktail 
PAA-Harnstoff Gel 

Reaktions Volumen 100 u.1: 



- 2,5 ul Tris-HCI pH 8,5 


2M 


50 mM 


- 6uJ MgCl 2 


0,1 M 


6 mM 


- ?2fil NaCI 


0,5 M 


60 mM 


- 1 |xl dATP 


100 mM 


1 mM 


- 1 \i\ dTTP 


100 mM 


1 mM 


- lul dGTP 


100 mM 


1 mM 


- 1 ul dCTP 


1 mM 


10 mM 


— 1 jil Actinomycin D 


10 mg/ml 


100 jig/ml 


- 2,5 ul RNAsin 


40 u/u.1 


lu/uJ 


— 2 jal DTT 


1M 


20 mM 


— 1 0 Random Primer 


0,1 jig/ml 


10 fig/ml 


-25 ul a^SdCTP 


— 10 Reverse Transkriptase 


200 U/u,l 


200 U/u,gRNA 


-25 ul RNA 


100 jig total RNA bzw. 


10 jig PoIyA+ 



-2Std.42° 

- 100 uJ NaOH 0,2 M zugeben 
— 25 min. 70° (Hydrolyse) 
— auf Eis kurz abkiihlen 



-20uJHCI 1 M zugeben 

— 22 fxl NaAc 2 M zugeben 
-24 jil SDS 1 % zugeben 

— 2 u.1 in Eppendorf geben 

— 20 u.1 Szintillationscocktail zugeben so 
—gut mischen und im Counter mit offenem Fenster messen 
— 3 — 5 Mio.cpm auf 6% 0,5 mm PAA-Harnstoff Gel checken 

— Rest der Reaktion auf Biogel-Saule auftragen 

— 1 0 Fraktionen a 400 pi nehmen 

— je 10 ill + 100 u.1 Cocktail messen 55 

— Fraktionen bei —20° aufheben 

vor weiterer Verwendung: 

— Interessante Fraktionen in Speed Vac auf 100 u.1 einengen 

-0,1 Vol LiCl 4 M zugeben „ 
-2,5 Vol EtOH zugeben 
-ON bei -20° fallen 



c— DNA Synthese 2ter Strang 

Materialien: second strand buffer 10 x : 
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Nucleotide 
T 4 DN A Ligase 
E. Coli Polymerase I 
ATP 10 mM 

Reaktionsvolumen 100 ul: 

— 50 ul Einzelstrang c — DN A 

— 2 ul Primer = 200 ng ( 1 00 ng/ull) 

— 10p.l 10 x ss-Puffer 

— 18ulH 2 0 

— annael 2 Std. bei 56° 

— kurz auf Eis abkuhlen 

— 2ulATP10mM 

— je 2 ul dATP, dTTP, dGTP, dCTP 100 mM zugeben 

— 6 ul Ligase 

— 4 jjlI Polymerase 

— bei 15° ONinkubieren 

die Reaktion wurde direkt zum Reparieren der Enden eingesetzt 

Ligationen: 

Materialien: Ligase Puffer 1 0 x : 

ATP 2 mM 

T 4 DNA Ligase 

Reaktionsvolumen: 20—100 ul abhangig von den zu ligierenden Enden, sowie der DNA Menge 
z. B. fur 20 ul: 

— 2 ul Ligase Puffer 10 x 

— 2 ul ATP 2 mM 

— x ul DNA ca. 0,1 —0,5 \ig 

— yulH 2 0 

— 1 |xlT4 DNA Ligase = 10 U 

— bei 15° mindestens 18 Std. ligieren 

Reaktionsmischung kann direkt in die Transformation eingesetzt werden 
Southern Blot: 

— iibliches Agarose Gel mitEtBr 

— nach Lauf normal photographieren 

— Gel in 0,4 M NaOH, 0,6 M NaCl 30 min. bei RT unter leichtem Schutteln lassen 

— ebenso30minin 1,5 M NaCl, 0,5 MTris-HCIpH 7,5 lassen 

— Filter vorbereiten: 
Seite B markieren 
mit Bidest benetzen 

15 min. in 10 x SSC lassen 

— Blotwieublichaufbauen 

— mindestens 16 Std. blotten 

— Blotwieiiblich abbauen 

— kurz in 0,4 M NaOH sptilen 

— inO,2MTris-HClpH7^-2^SSC 

— Lufttrocknen 

— bei 80° 30 min. backen 

Double strand sequencing: 

— 2 u.1 DNA supercoiled in TE (Mini Prep DNA possible??) 

— add 20 ul 0,2 M NaOH, 02 M EDTA 

— 5 min. RT 

— add 2 ul 3 M NaAc pH 4,8 (Losung C Plasmid Prep) 

— add 2 Vol EtOH 30 min. 20° 

— [wash 2 times with 70% etOH] 
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— dissolve Pellet in 10 \i\ Primer Mix + 2,5 jxl H 2 0 

— anneal 60 min. 60° 

— cool down to RT (ca. 30 min.) 

— add 3 jil Mix to 2 jil "A", "C, T", "G" solution 

— 20 min. 37° 

— add 2 [l\ chase sol. 

— 20 min. 37° 

— add 4 \i\ stop sol. 

— 2 min. 95° 

— load 3 |il on Gel 



DNA— RNA Hybridisierung in Kapillaren 

Materialien: 1 ter Strang c— DNA 
OberschuB RNA 
50 }il Mikropipetten 
Hybridisierungspuffer: 

NaPi pH 6,8 120mM 
NaCl 820 mM 

EDTA pH 5,2 10 mM 
PoIyU lOjil/ml 

— gesamte Ausbeute einer 1 ter Strang c— DNA Synthese in 20 pi Hybridisierungspuffer aufnehmen 

— ca. 200 p.g total RNA in 30 p.1 Hybridisierungsp. aufnehmen 

— c — DNA Losung zur RNA Losung geben 

— 20 min.auf 70° erhitzen 

— in Kapillare einschmelzen 

— kontrollieren ob die Kapillaren an beiden Enden vollstandig zugeschmolzen sind unter dem Binokular 
eventueil Zuschmelzen wiederholen 

— bei 60° mindestens 100 Std. hybridisieren 

AnschlieBend HAP-Saule 



Biogel-Saule 

Materialien: Biogel Puffer: 
5mMTris-HClpH7,8 
5 mM NaCI 

Biogel A-5 m 200-400 mesh (BIO- RAD) 

Pasteurpipette 

Glaswatte silanisiert (Serva) 



— ein wenig Glaswatte in die Pipette stopfen 

— Biogel auffiillen 

— moglichst ohne Luftblasen 

— wenn Biogel sich gesetzt hat nachfullen 

— letztlich sollte das Gelbett bei der Einschnurung der Pipette sein 

— mit Biogel Puffer aquilibrieren 2— 3 ml 

— Puffer ganz einsinken lassen 

— Probe auf tragen im gleichen Volurnen der Fraktionen 

— entsprechende Anzahl Fraktionen nehmen 

Hydroxylapatit-Saule (HAP) 

Materialien: Hydroxylapatit SC Serva Suspension 10—20% reinst 
ummantelte Saule 

Elutionspuffer Herstellen 1 M NaPi ungepuffert 

[1 Mol Na 2 HP0 4 • 2 H 2 0 (MW\ 77,99) + 1 MolNaH 2 P0 4 * H 2 OfMW137,99)/2 I] 
daraus 

PB 10 - 10 ml 1 M NaPi, pH 6,8 mit H3PO4 
PB 120 = 120 ml 1 M NaPi, pH 6,8 mit NaOH 
PB 400 = 400 ml 1 M NaPi, pH 6,8 mit NaOH 
alle Puffer ohne SDS 
Szintillationscocktail 



— die Saulen auf 20° temperieren 
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— setzen lassen und nachf iillen bis Saulenbett ca. 4 cm hoch 

— Oberflache nicht trockenwerden lassen PB 10 aufgeben 

— mit 2—3 Saulenvolumen PB 10 aquilibrieren 

— die Hybridisierungsprobe mit H 2 0 1 : 10 verdunnen 

— die gesamten 500 \i\ in die Sauie einsinken lassen 

— noch einmal 500 ul PB 10 dazugeben 

— jeweils 1 ml Fraktionen nehmen 

— nach 10 Fraktionen PB 1 20 aufgeben 

— erneut 10 Fraktionen nehmen 

— dann 10 Fraktionen PB 400 

— jeweils 50 u.1 aller Fraktionen mit je 500 ul Cocktail bei off enem Fenster messen 

— die Fraktionen, die die Einzelstrange enthalten in der Speed Vac 
auf 250 ul einengen 

— die DNA kann direkt zur Synthese des zweiten Stranges eingesetzt werden 

Sequenziergel 

Materialien: 2 Glasplatten 40 x 20 cm 
Spacer 0,2 mm stark 
Kamm 0,2 mm 

Lauf puffer Tris— Borat 10 x : 
89mMTris-Base 
89 mM Borsaure 
2 mM EDTA 

ProbenpuffenTBE 1 x 
90% Formamid 
0,2% Xylene Cyanol 
0,2% Bromphenolblau 
0,4% Orange G 

Dimethyldichlorosilan 

Harnstoff 

Acrylamid 

Bisacrylamid 

Ammoniumpersulfat 

N,N,N,N-Tetramethylathylendiamin(TEMED) 

— Acrylamid Stock ansetzen: 
30 g Acrylamid 

1 g Bisacrylamid 
prolOO ml Wasser 

— 25% Ammoniumpersulfat-Ldsung ansetzen 

— Glasplatten sehr gut reinigen (EtOH) 

— Glasplatte mit "Ohren" auf einer Seite silanisieren 

— einer Glasplatte an 3 Seiten Spacer auflegen 

— silanisierte Platte mit siianisierter Seite innen auflegen 

— mit Klemmen zusammenhalten 

— evtl. mit Agarose abdichten 

— Gel in Saugflasche vorbereiten: 

— 22,5 g Harnstoff 

— 20mlH 2 O 

— 10 ml Acrylamid Stock 
SmITBElOx 

— Gel unter Erwarmen losen 

— mit Wasserstrahlpumpe entgasen 

— 100 ul Ammoniumpersulfat zugeben 

— 20 |il TEMED zugeben 

— kurzmischen 

— Gel ziigig mit 50 ml Pipette zwischen die Glasplatten gieBen 

— ICamm einstecken 

— waagerecht hinlegen und Polymerisation abwarten 

— nach polymerisieren unteren Spacer vorsichtig entfernen 

— Gel in Apparatur einspannen 

— Laufpuffer 1 x auffullen 

— Luftblasen unter dem Gel entfernen 

— vorsichtier den fCamm heraii^iphen 
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— durch die Sequenzierreaktion vorbereitete Proben auftragen mit einer Hamilton Sprit; 
vor jedem Probenauftrag die entsprechende Gettasche mit Puffer aussptilen 

— 2000Vanlegen 

— nach ca. 3 h Rontgenfilm in der Dunkelkammer auflegen 

— Film am nachsten Tag entwickeln 

Genomischer DN A Prep, aus gefrorener Leber 

Materialien:flussiger N 2 

Morser mit Pistill 

RNAse lOmg/ml 

Phenol gesattigt mit TE + 0,1% 

Hydroxychinoline 

TE 

LiCU MM 
isopropanol 
Proteinase K 10 mg/ml 
SDS10% 

Puffer: V 2 TE + 7 2 EDTA 0,2 M und 0,3 M NaCl 

— Leber im Morser in fiussigem N 2 zu Staub zerkleinern mit gekuhltem Pistill 

— Staub mit gekuhltem Loffel in 20 ml Puffer geben 

— in Falcon Tubes fallen 

— 200 \i\ RNAse zugeben 

— mischen 

— 2 ml 10% SDS zugeben 

— 30 min. bei RT rQhren 

— 2 ml Proteinase K zugeben 

— bei 4° Schutteln bis Losung klar geworden ist (mind. ON) 

— evtl. nochmals Proteinase zugeben 

— Phenol Ex traktion je 2 — 3 S td. 

— Phasen trennen durch Zentrifugation Sorvall SS 34 4 min 2500 rpm 

— Phenolphase (unten) vorsichtig entfernen 

— 2— 3mal wiederholen 

— zentrifugieren SS 34 20 min. 10 000 rpm 

— Oberstand gegen TE diaiysieren zunachst 1 Std bei RT, danach 

ON im Kiihlraum wobei ein Faktor von 1000 unbedingt erreicht werden sollte 

— 0,1 Vol. LiCl 4 M zugeben 

— 0,6 Vol. Isopropanol zugeben 

— beiRTONschQtteln 

— abzentrifugieren SS 34 20 min. 4000 rpm 4° 

— 500 \i\ TE zugeben und ON bei 4° losen lassen 

Formaldehyd-Gel 

Materialien: Agarose Typ IV 
Gene Screen Puffer 10 x : 
120 mMTris-HCl 
60 mM NaAc 
3 mM EDTA 
pH 7,4 

Formaldehyd 37% 
Formamid 
Ladepuffer 
EtBr (10 mg/ml) 

Vorbereitung Gel 

Gesamtmenge 100 ml: 

— 1 g Agarose Typ IV 

— 73mlH 2 0 

— 1 0 ml Gene Screen Puffer 1 0 x 

— unter erhitzen losen 

— etwas abkuhlen lassen 
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— GelgieBen 

Vorbereitung Probe 

5 — RNA 30 mia bei 13 krpm abzentrifugieren 

— Oberstand vorsichtig abnehmen 

— Speed Vac trocknen 

— Pellet in Mix aufnehmen je nach SlotgroBe 

— bei RT schiitteln bis Pellet gelost 
lo — lOmiaauf 70° erhitzen 

— Ladepuf fer zugeiben nach SlotgroBe 

— Gel laden 

— bei 20 V 24 Std.lauf en lassen 

— 1 min. in 15 uj EtBr/1 H 2 0 farben 
15 — photographieren 

GTC — RNA - Preparation 

Materialien: PBS 
20 GTC: 

50 g Guanidinthiocyanat 

0,5 g n-Lauryl-Sarkosin 

2,5 ml lMNaCi 

0,7 ml 14 M^-Mercaptoethanol 
25 0,33 ml 30%Antifoam 

pH 7 mit NaOH einstellen 

durch FaltenfiltergieBen 

fiitrieren durch Millipore Millex GS 0,22 \im 

im Dunklen aufheben 
30 CsCl-Kissen: 

7,5MCsCl 

0,1 M EDTApH 7,2 

5 mM/?-Mercaptoethanol 

Depc H 2 O:0,l% Diethylpyrocarbonat autoklavieren 
35 LiC14M 
EtOH 

— Zellen bei 4° abzentrifugieren 

— Pellet in sterilem PBS aufnehmen 

40 — erneut abzentrifugieren (20 min. 2600 rpm) 

— nochmals waschen 

— Pellet in GTC aufnehmen ca. 6 Vol. 

— augenblicklichheftig vortexen 

— in Polyallomer Tubes fur SW 40 Rotor 6 ml steriles CsCl-Kissen f ullen 
45 — je6mlderZellsuspensiongeben 

— mit GTC austarieren 

— 20Std.bei31 krpm 20° zentrifugieren 

— iiberstand vorsichtig mit gebackener Pasteurpipette abnehmen 
bis ca. 1 cm Ober den Boden des Tubes 

so — RestabgieBen 

— Pellet trocknen lassen 

— 450 |xl steriles Depp— H2O zugeben 

— bei 4° ON schiitteln lassen 

— in gebackene Eppendorf iiberfuhren 
55 — 0,1 Vol. LiCl 4 M zugeben 

— 2 Vol Ethanol zugeben 

— bei —20° aufnehmen 

Mini-Prep 

60 

Materialien: Phenol mit NaAc0,3 M pH 5 gepuffert 
Extraktionspuffer: 
0,3 M NaAcpHS 
10 mM EDTA 
65 0,2% SDS . 
PBS 
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— zentrifugieren je nach Zellart(z. B. 15 min 2000 rpm) 

— waschen in 2 ml PBS 

— Oberstandabnehmen 

— 1 ml 70° heiBes Phenol zugeben 

— vortexen 

— 200 |xl Extraktionspuffer zugeben 

— vortexen 

— 1 ml Chloroform zugeben 

— vortexen 

— 2 min 10 krpm zentrifugieren 

— waBrige Phase in neues Eppendorf uberfiihren 

— nochmals extrahieren 

— 1 Vol. 4 M LiCl zugeben 

— bei 4° ON fallen 

Northern Blot 
a)BIotten 

Normales Formaldehyd Gel 
nach Photo 7 2 Std. in H 2 0 entfarben 
Filter vorbereiten wie Southern 
normalen Blot aufbauen 
mind. 16 Std. blotten 
Filter in 2 x SSC kurz waschen 
Lufttrocknen 
bei 80° 2 Std. backen 

b) Hybridisierung 

bei 37° in Church-Puffer 2—3 Std vorhybridisieren 
500 000- 1 000 000 cpm/ml der Probe 10 min. bei 95° kochen 
bei 37° ON in Church-Puffer hybridisieren 
heiBe Probe abgieBen (AusguB) 
3x5 min. mit warmer Waschlosung bei 37° waschen 
1 Std. waschen 
naB exponieren bei —70° 
nach einer Nacht Film entwickeln 
Signal besichtigen 

Herstellung Kompetenter E. Coli-Zellen 

Unter Kompetenten Zellen versteht man Bakterien-Zellen, die eine erhohte Aufnahmefahigkeit fur exogene 
DNA besitzen. Dies beruht auf Anderungen in der Struktur der Membranen, wobei der genaue Mechanismus 
unbekannt ist. Erreicht wird dies durch Behandlung der Zellen mit anorganischen Ionen. 

Erforderliche Materialien: 

1 Kolonie E. Coli HB 101 oder 7118 
LB-Vollmedium 

100 mM CaCi 2 (4°) 

Durchfuhrung 

ITag: 

— animpfen von 5 ml LB einer Kolonie 

— inkubieren bei 37° ON 

2 Tag: 

— inokulieren von 200 ml LB mit 1 ml der ON Kultur 

— bei 37° bis zur OD 600 = 0,2 wachsen lassen 

— abzentrifugieren bei 4°, Sorvall GSA 6000 rpm 10 min 
ab hier alle Schritte im Kuhlraum durchfuhren 

— abgieBen des Oberstandes 

— aufnehmen des Pellets in 100 ml CaCI 2 

— resusoendieren 
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— abzentrifugieren wie oben 

— abgieBen des Oberstandes 

— aufnehmen in 5 ml CaCb 

— resuspendieren 

5 — in 400 u.1 Aliquots aufteilen 

— sofort in fliissigem N2 einfrieren 

— bei —70° aufheben 

Transformation Kompetenter Zellen mit Plasmid DNA 

10 

Unter Transformation versteht man die Aufnahme von Fremd— DNA durch E. coli Zellen. Mit Hilfe von 
eingef uhrten Resistenzgenen kann man transformierte Zellen selektionieren. 

Erforderliche Materialien : 
15 Kompetente Zellen s. DNA 1 
Plasmid DNA 

Agar-Platten mit entsprechendem Antibiotikum 

Durchfiihrung 

20 

ITag: 

— 1 Aliquot Kompetente Zellen direkt in ein Eisbad geben 

— im Eis auf tauen lassen ca^Std. 

25 — lng Plasmid DNA zugeben in nichtmehrals 5 uJVolumen 

— gut durchmischen 

— 30 min auf Eis lassen 

— 2 min 37° 

— 2 min auf Eis lassen 
30 — 600 uJ LB zugeben 

— 60 min bei 37° Classen 

— 30 sowie 300 u.1 auf je 1 LB-Platte mit Antibiotikum ausplattieren 

— bei 37° ON inkubieren (umgedreht) 

35 2 Tag: 

— Kolonien je Platte zahlen 

— Transformationseffizienz bestimmen als: Kol/u,g DNA 

40 Plasmid Mini-Praparation 

Die Mini- Preparation von Plasmiden dient dazu in relativ kurzer Zeit eine groBere Anzahl unterschiedlicher 
Plasmide zu extrahieren, und analysieren zu kdnnen. Dabei wird in Kauf genommen, daB die DNA recht 
unsauber ist Die Reinheit reicht jedoch aus, urn z. B. einen Restriktionsverdau durchzuf uhren. 

45 

Erforderliche Materialien: 
24 Plasmid enthaltende Kolonien 
LB-Medium 
Isopropanol 
50 1 % Agarose Gel 

24 sterile groBe Reagenzglaser mit Kappen 

Losung A: 
50 mM Glukose 
55 25 mM Tris-HCl pH 8,0 
10 mM EDTA pH 8,0 

Losung B: 
200 mM NaOH 
60 1%SDS 

Losung C: 

3 MNaAc pH4,8 

65 TE: 

lOmMTris-HCI pH 7,5 
1 mM EDTA dH 7.5 
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alle Losungen autokiavieren, bis auf Losung A 

DurchfGhrung 

1 Tag: 

— animpfen von 2 ml LB mit entsprechendem Antibiotikum mit einer Kolonie 

— im Reagenzglas ON bei 37° inkubieren 

2 Tag: 

— 1 ,5 ml jeder Kultur in Eppendorf iiberfuhren 

— zentrifugieren 2 min mit Hochstgeschwindigkeit 

— Oberstand dekantieren 

— Pellet in 100 u,I Losung A aufnehmen 

— gut resuspendieren 

— 200 u.1 Losung B zugeben 

— gut durchmischen 

— 5 min auf Eis Iassen 

— 1 70 \i\ Losung C zugeben 

— gut durchmischen 

— 1 5 min auf Eis lassen 

— 1 0 min abzentrifugieren 

— 400 fxl Oberstand in frisches Eppendorf iiberfuhren 

— 400 uJ Isopropanoi zugeben 

— gut durchmischen 

— 15 min bei —20° lassen 

— 10 min zentrifugieren 

— Oberstand abnehmen 

— Pellet 5 min in Speed Vac trocknen 

— Pellet in 200 U.1TE aufnehmen 

— 1 0 u.1 auf ein Agarose Gel auftragen (s. Agarose Gel) 

— bei —20° aufheben 

Restriktionsenzym-Verdau 

Mit Hilfe eines Verdaues mit Restriktionsenzym(en) charakterisiert man z. B. Plasmide und deren Inserts. Man 
erhalt so eine charakteristische Restriktionsfragment-Kartierung, indem man die erhaltenen Fragmente auf 
einem Gel auftrennt und in der Regel mitteis eines interkalierenden Farbstoffes unter UV-Licht sichtbar macht 

Erforderiiche Materialien: 

Entsprechenden Enzympuffer 1 Ofach konzentriert (10 x ) Bidest Wasser 
DN A ca. 0,5 |xg pro Verdauung 
Restriktionsenzym ca.2— 5 U/u,g DNA 

Durchfuhrung 

1 Tag: 
Allgemein: 

entsprechende DNA-Konzentration einstellen ca. 0,5 u,g/l —2 uJ 

— zusammenpipettieren in Eppendorf-ReaktionsgefaB:(Endvolumen: 10 uJ) 
1 |xl Enzympuffer 10 x 

1 -2 jil DNA 
6-7 uJ H 2 0 
1 u.1 Enzym 

Enzym zuletzt zugeben und so kurz wie moglich aus Gefrierschrank holen 

— bei 37° 60 min inkubieren 

— Agarosegelelektrophorese durchfuhren 
bei Plasmid Mini-Praparation: 

— 1 0 u.1 Mini-Prep DNA (ohne Konzentrationsbestimmung 

— 1 ,5 pJEnzym-Puffer 10 x 

— 1 jil RNAse (gekocht 10 mg/ml) 

— 1 uJ H 2 0 

— l f 5filEnzym 
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— Agarosegelelektrophorese 

Agarose-Gel-Elekrophorese 

Die Elekrophorese in Agarose-Gelen dient in der Regel dazu, DNA oder auch RNA ihrer GroBe nach 
aufzutrennen. Je nach GroBe der zu erwartenden Fragmente wird die Agarose-Konzentration gewahlt Je 
kleiner die Stucke, desto hoher die Konzentration. Obliche Konzentrationen bewegen sich zwischen 0,8 und 2% 
Agarose. Die Auftrennung erfolgt bei einem pH von 7,8 in einem elektrischen Feld bei 60—80 V. Die DNA-Frag- 
mente wandern zu Anode. 

Erforderliche Materialien: 

Agarose Typ IV 

Kammer zum GieBen des Gels mit Kamm 

Laufkammer 

Power Supply 

Lauf puffer Tris-Acetat 10 x : 
400 mMTris-Base 

50 MM NaAc 

10 mM EDTA 
mit Essigsaure auf pH 7,8 einstellen 

Probenpuffer: 
Tris-Acetat Puffer 1 x 

0,25% Bromphenolblau 

0,25% Xylene Cyanol 

60 mM EDTA 

50% Glycerin 

Ethidiumbromid 10 mg/ml 

Durchfiihrung 

— Erforderliche Menge Agarose abwiegen 

— filr 100 ml 1% Gel 1 g Agarose alle Angaben fur 100 ml Gel 

— 10 ml 10 x Puffer zugeben 

— auf 100 ml mit Bidest auffullen 

— unter Erwarmen losen 

— 5 |il EtBr zugeben 

— Kamm in die GieBkammer einsetzen 

— gelostes Gel in die Kammer giefien 

— erstarren lassen 

— 1 1 Lauf puffer (1 x ) ansetzen 

— 50 \i\ EtBr zugegeben 

— Kamm vorsichtig entfernen 

— Gel in die mit Puffer gefiillte Kammer legen 

— Gell— 2 cm mit Puffer bedecken 

— Probe mit 4 jil Probenpuffer versetzen 

— kurz zentrif ugieren 

— Probe vorsichtig in die Taschen laden 

— 60 — 80 V Spannurig anlegen 

— Lauf richtung von — nach + 

— nach 2—3 Std. Polaroidphoto anfertigen 

Sequenzierung nach Sanger 

Die DNA-Sequenzierung versetzt uns in die Lage die Reihenfolge der vier Nucleotide in einer beliebigen 
DNA zu bestimmen. Hierzu gibt es unterschiedliche Methoden. Die beiden meist angewendeten sind chemische 
Spaltung nach Maxam und Gilbert, sowie die Kettenabbruchmethode nach Sanger. 

Die hier verwendete Kettenabbruchmethode basiert auf dem Einbau von Nucleotidanalogen und dem daraus 
resultierenden Abbruch der Kette, die durch die Polymerase synthetisiert wird. Als Nucleotidanaloge werden 
2',3'-Dideoxynucleotide eingesetzt Die Markierung erfolgt mittels eines 35 S-Nucleotids (in diesem Falle dCTP). 
AnschlieBend erfolgt die Auftrennung der erhaltenen Fragmente in einem Polyacrylamid-Gel. Das entstehende 
Bandenmuster wird durch einen Rontgenfilm sichtbar gemacht 
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LB-Medium 

Kolonie mit pEMBL-Plasmid o. a. oder M 13-Phagen 
TM-PufferlOx: 
100 mM Tris-HCIpH8,5 
50 mM MgCl 2 

Chase Losung: 

0,25 mM dNTP-Mix(dATP + dTTP + dGTP + dCTP) 

Dideoxy/Deoxy-Mischung: 

"C" 20 *iM ddCTP, je 37,5 d ATP, dGTP, dTTP 

M A" 1 00 jiM ddATP, 5,4 \iM dATP. je 54 nM dGTP, dTTP 

XS" 100 ddGTP,5,4 jiM dGTP,je54 p,M dATP, dTTP 

T" 450 n.M ddTTp, 5,4 \iM dTTp, je 54 *iM dGTP, dATP 

alle Mischungen in 10 mM Tris— HC! pH 8,0,5 mM MgCl 2) 7,5 mM DTT 

35 SdCTP(500Ci/mM, lOmCi/ml) 

DNA-Polymerase I groBes Fragment (Klenow-Fragment) 

Stop-Losung: Probenpuffer + 10 mM EDTA 

M 13-Primer 

kleine Mikrotiterplatten 

TE-Puffer 

PEG-Losung 20% + 14,6% NaCI 

Phenol mit Tris— HCL 10 mM pH 9 equilibriert 

Chloroform 

LiC14 M 

Ethanol 

Durchfiihrung 
a) Herstellung des Templates 

ITag: 

— 1 ml LB-Medium + Antibiotikum mit einer Kolonie animpfen 

— bei37° ON inkubieren 

2 Tag: 

— 3 ml LB-Medium + Antibiotikum mit 100 ji! ON-Kultur animpfen 

— bei 37° bis OD 600 = 0,2 wachsen lassen (« 2 x 10 s Bakt/mi) ca. 60 min 

— mit F 1-Phagen infizieren mit 20 pfu/Bakt 

— bei 37° inkubieren 5—6 Std. 

— in zwei groBe Eppendorf transferieren 

— zentrifugieren 10 min bei 14 000 rpm 

— Obers tand in frische Eppendorf transferieren 

— zentrifugieren wie oben 

— ein Eppendorf zur Reserve bei 4° aufheben 

— in zweites Eppendorf (1 ,1 - 1 2 ml) 1 50 |xl 20% PEG, 14,6% NaCi zugeben 

— 1 0 min bei RT lassen 

— 5 min zentrifugieren 

— nochmal zentrifugieren und Oberstand griindlich abheben 

— Pellet in 200 ^1 TE aufnehmen 

— 60 min bei RT lassen 

— Phenol (pH 9) extrahieren 1 x 

— Chloroform extrahieren 1 x 

— zugeben 1/10 Vol. LiCI 4 M + 2,5 Vol EtOH 

— bei —20° ON lassen 

3 Tag: 

— zentrifugieren 10 min 14 000 rpm 

— Pellet mit 70% EtOH waschen 

— 1 0 min in Speed Vac trocknen 

— Pellet in 30 |xl H 2 0 aufnehmen 

— 1 n.1 auf Agarose-Gel kontrollieren 

— bei —20° aufheben 
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b) Annealing des Templates 

— 7,5 |il Template in Eppendorf geben 

— 5 M 13 Primer-Mix zugeben (24 \il TM + 2,4 |xl = 6 ng Primer + 21,6 \i\ H 2 0) 

— bei 60° 60 min annealen lassen 

— auf RT abkuhlen lassen 

c) Sequenzierreaktion 

— in kleiner Mikrotiterplatte vorbereiten: 4 x je 2 *iPA B bzw. X" bzw. n G" bz w. T Mix 

— folgendeMischungherstellen: 
10 \il Annealing-Reaktion 

+ 2,5jil 35 SdCTP 

+ 2 pi Klenow-Fragment (5 U/p.1) 

gut mischen 

— jeweils 3 jil dieser Mischung in die Mikrotiterplatte geben 

— bei 37° 20 min inkubieren 

— je 2 jxl Chase Losung zugeben 

— bei 37° 20 min lassen 

— je 4 |xl Stop-Puffer zugeben 

— bei 95° 2 min lassen 

— davon 2,5 \il auf Sequenziergel laden. 
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